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INTRODUCCION




La enfermedad periodontal constituye un conjunto de procesos
inflamatorios crénicos caracterizados por la destr::ccién progresiva de los

tejidos de soporte dentario.

El proceso implica periados cortos de destruccion tisular rdpida
seguidos por periodos de estabilizacién y prolongadas etapas de remision
BASCONES 1989 (19); CARRANZA 1984 (38); CARRASI 1987 (59);
LOE y Cols. 1986 (176); LUCAS 1988 (179) ; RAMFIJORD y Cols.
1984 (236); RATEITSCHAK y Cols. 1991 (237); SOCRANSKY 1984

(267) y WARD y SIMRING 1978 (292).

Las enfermecades periodontales que pueden subdividirse en diversos
subtipos atendiendo a criterios cronolégicos, topograficos, clinicos y

etiopatogénicos (A.A.P. 1989 (6) ¥ PAGE 1982 (225)) constituyen, en

el momento presente, un grave problema clinico, terapeitico y sobre




todo epidemioldgico debido a su creciente incremento en los paises
industrializade s (AHRENS y BUBLITZ 1987 (1),MILLER y Cols. 1987
(210) y W.H.O. 1978 (302)).Para ALBANDAR 1989 (2); BARMES y
LEOUS 1986 (18); CUTRESS 1986 (77); FRENTZEN y NOLDEN 1987
(91); HENNE y Cols. 1988 (119); LINDHE y Cols. 1989 (170);
LISSAU y cols. 1990 (174);PERRY y NEWMAN 1990 (227) y STAMM

1986 (274)), la enfermedad periodontal supone, como consecuencia de

ello, un problema mundial de grandes proporciones.

Algunos autores como BROWN vy Cols. 1989 (47);
HALAZONETIS y Cols. 1989 (109); HANSEN vy Cols. 1984 (111);
MCcFALL y Cols. 1989 (200); SAXEN 1980 (252); WATTS 1989 (291)
y WENNSTRON y PAPAPANOU 1990 (299) afirman, sin embargo, que
con los nuevos criterios diagndsticos de enfermedad periodontal, el
incremento de la misma no es tan marcado como refle;an los
trabajos anteriormente citados. La enfermedad periodontal es en
cualquier caso un problema patologico y epidemioldgico de elevadas
proporcionesBERGTROM y ELIASSON 1989 (23); LINDHE y cols

1989 (170) ; PILLOT y MILLAZAKI 1991 (229) y SHEILHAM 1991

(263).




El progresivo incremento en el desarrollo de la enfermedad
periodontal que acabamos de comentar,de acuerdo con los autores
cldsicos, ha generado en los ultimos afios un creciente interés en la
biopatologia de dicha regién. A este propdsito se han intensificado
recientemente los estudios anatomicos, histoldgicos, microbiolégicos e
inmunoldgicos en relacién con las distintas estructuras periodontales dado
que como ha escrito CARRASI en 1987 (59) estas disciplinas pueden
contribuir a una mejor comprensién de la etiologfa, la patogenia y la

progresién de la enfermedad que nos ocupa.

En relacién con la histologia de la regién periodontal esta ha sido
objeto, de una intensa investigacién con microscopia Optica 'y
microscopfa electronica de transmision. A este respecto, la estructura
bisica de los elementos que integran el periodonto parecé bien
estabiecida BHASKAR (27), BLOMM y FAWCET (29),SCHROEDER
(256) y TEN CATE (283). Destacan sin embargo distintos trabajos tanto

en material humano como en animales de experimentacién que plantean

problemas atin sin resolver.




En relacion con el hueso alveolar destacan los problemas relativos
a la biomineralizacion y a la regeneracion Gsea a partir de células
osteoprogenitoras. ALEXANDERS y SWERDLOFF 1980 (3),
BAUMHAMNERS y Cols. 1965 (20), BERNICK 1954 (25), BERNICK
y cols. 1977 (26), BUTLER 1984 (51), DIXON y SARNAT 1982 (79),
FISHER y TERMINE 1985 (88), GOODMAN y HORI 1984 (105),
JHONSON 1983 (134) - 1984 (135) - 1985 (136) - 1987 (137) - 1988
(138); JHONSON y CARLSON 1989 (139), JHONSON y HIGHSION
1983 (140), JHONSON y LOW 1982 (141), JONES y BOYDE 1974
(142), KIMMEL y JEE 1982 (150), KURIHARA y ENLOW 1980 (160)
(161), LIU y BAYLINK 1984 (175), MARTINEZ y JHONSON 1988
(193), McCULLOCH y MELCHER 1983 (196) 1985 (197), MELCHER
y Cols. 1986 (205), MURRAY y cols. 1982 (215), NEMETH vy cols.
1989 (218), POPOFF y SCHNEIDER 1986 (232), QUIGLEY 1970
(225), RYGH 1976 (244) 1984 (245), SCHEVEN y Cols. 1986 (253),
SCHROEDER 1986 (255}, SIRE y cols. 1990 (264), VAKEVA y Cols.

1990 288), VIGNERY y BARON 1980 (289).

En relacién con el cemento destaca la preocupacion por la

tipificacion de los dos tipos de cemento existentes asf como sobre las

relaciones de esta estructura con ja dentina subyacente. AWAZAWA




1963 (15), CHOO y GARANT 1988 (62) - 1989 (63), FRANK y
STEUER 1977 (90), FURSETH 1965 (92) - 1967 (93) - 1969 (94) -
1970 (95) - 1974 (96) - 1977 (97), FURSETH y JOHANSEN 1970 (98),
FURSETH y MJOR 1973 (99), HAYASHI 1987 (115), HERTING 1962
(121) - 1964 (122), JANDE y BELANGER 1970 (132), LESTER 1969
(166), LISGARTEN 1975 (173), MELCHER y Cols. 1986 (205),
OWENS 1974 (224), SCHROEDER 1986 (255), SELVIG 1965 (258)-
1967 (259) - 1968 (260) y STERN 1964 (275).

Los trabajos relativos al ligamento periodontal hacen réferencia
al ciclo de renovacién fibrobldstica celular y a los patrones
arquitecturales y fibrotecténicos de material coldgeno asi como a la
inervacién y vascularizacién del mismo BEERSTSEN y cols. 1974 (21),
BERKOVITZ y cols. 1983 (24), BERNICK 1954 (25), BERNICK y
cols. 1977 (26), CHOO y GARANT 1987 (61), FRANK vy Cols. 1976
(89), GARANT y CHOO 1979 (101), GOULD 1983 (106), GOULD y
cols. 1980 (107), JHONSON 1983 (134) - 1984 (135), KURTHARA y
ENLOW 1980 (160) (161), MAEDA y Cols. 1989 (183), McCULLOCH
1;85 (198), McCULLOCH y cols. 1988 (199), MELCHER 1980 (203),
;\IARAYAN y PAGE 1983 (217), NEMETH y cols. 1989 (218),

ROBERTS y  cols. 1981 (240), SATO Yy cols. 1989 (250) y

SOMERMAN y Cols. 1989 (268).




Los trabajos sobre mucosa oral se orientan bdsicamente hacia la
tipificacién de las distintas variedades regionales y a los problemas de
diferenciacion que preser .n los elementos celulares del enitelio oral en
dichos niveles. Asimismo Jiferentes autores se ocupan especiaimente de
los elementos fibrobldsticos del corién gingival. CHEN y SQUIER 1980
(60), CHRISTOPHERS v Cols 1974 (64), COHEN 1962 (73), FARSI!
y cols. 1985 (84), FEINGOLD y Cols 1991 (86), HASSEL y STANECK
1983 (114), HAYWARD y HACKERMANN 1973 (118), LANG y LOE
1972 (163), LANGE y SCHROEDER 1971 (164), MACKENZIE 1975
(181), MACKENZIE y HILL 1984 (182), MELCHER y CHAN 1981
(204), MENTON 1976 (207), NARAYAN y PAGE 1383 (217),
SCHROEDER 1986 (255) - 1987 (256), SCHROEDER y LISGARTEN
1977 (257), SKOUGAARD 1970 (265), SOMERMAN y Cols. 1989
(268), SQUIER 1977 (271), SQUIER y HOOPS 1976 (272), SQUIER y
cols. 1991 (273), STERN 1965 (276), UEHARA vy cols. 1990 (287) y

WENSTRON 1982 (298).

El desarrollo en los dltimos veinte afios de la microscopia
electrénica de barrido ha generado, al igual que ocurrié con la

microscopfa electrénica de transmisién, una revision sistemdtica de la

estructura de los diferentes sistemas biolégicos. En nuestro caso la




microscopia electrdnica de barrido se ha configurado recientemente como

uno de los pilares bdsicos en el avance y desarrollo de la histologfa yla

patologia periodontal.

En efecto aunque desde las iniciales aportaciones de KNOLL
(152) y VON ARDENE (290) en la década de los treinta, se establece el
principio fisico de dicha instrumentacién, no es hasta el final de los afios
sesenta cuando se construye el primer prototipo comercial (OATLEY

(220) y OATLEY y Cols.(221)).

La aplicacién de la microscopfa electrénica de barrido a las
estructuras dentales, ha permitido bdsicamente desde los trabajos iniciales
de BOYDE (33) sistematizar el patron arquitectural de la dentina, del
cemento y sobre todo la compieja estructura del esmalte. ALWAS-
DANOWSKA 1984 (5); BERCY y FRANK 1980 (22); BOYDE 1964
(33) - 1965 (34) - 1967 (35) - 1968 (36) - 1969 (37) - 1975 (39);
BOYDE y cols. 1988 (44); BRANNSTROM y GARBEROGLIO 1972
(46); FEJERSOSKOV 'y Cols. 1984 (87); GARBEROGLIO Yy

BRANNSTROM 1976 (102); GUNJI y KOBAYASHI 1983 (108);




HAYKEL y FRANK 1982 (117); HOFFMAN vy Cols. 1969 (125);

ISOKAWA y Cols. 1972 (i30); KUBOTA y Cols. 1978 (154);
MANIATOPOULOS y SMITH 1983 (186); NEWMAN y POOLE 1974
(219); RISNES 1985 (239); SELVIG 1972 (261); SZABO y Cols. 1985

(279); SZABO y Cols. 1985 (280); THOMAS y CARELLA 1983 (284)

y WARSHAWSKY 1987 (293).

En la regién periodontal los trabajos iniciales con inicroscopia
electrénica de barrido fueron realizados por MONGEROTH Yy
MONGERC, "H (211) (212) hace apenas veinte afios; los trabajos
sucesivos en los tejidos periodontales y en el resto de la mucosa oral se
han desarrollado tanto en material humano (CLEATON-JONES y Cols.
1978 (69); DOUROV y cols. 1981 (82); KULLA-MIKKONEN 1986 a
(155) - 1986 b (156) - 1987 (157); GARNICK y RINGLE 1988 (103);
ROBERTSON vy cols. 1987 (241) y WILDING 1973 (303)) como en
material procedente de distintas especies animales (APPLETON vy
HEANEY 1977 (12); ARVIDKSON 1976 (13); BOSHELL y cols. 1979
(31) - 1980 (32); McMILLAN 1979 a (201);McMILLAX y Cols. 1979

b (202); NAIR y SCHROEDER 1981 (216) y SPERRY y WASSERSUG

1976 (270)).




En los estudios realizados en mucosa oral asi como en otras
superficies epiteliales de cardcter mucoso se han descrito distintos
patrones microscopicos de superficie, existiendo una amplia divergencia
en cuanto a la interpretacion de los datos observados. En primer lugar
existen importantes problemas terminoldgicos y descriptivos en relacién
con idénticas o similares observaciones. Los términos de microcrestas,
micropliegues, microplicae, microrrugae, etc, .on utilizados para
describir, en este sentido, realidades en muchos casos semejantes.
ANDREWS 1974 (8) - 1975 (9) - 1976 (10); ANDREWS y POTTER
1973 (11); BANOCZY y cols. 1980 (17); CLEATON-JONES 1976 (68);
HARRIS y HUNT 1975 a (112) - 1975 b (113); HENRIKSON y
MATOLTSY 1968 (120); JONES y Cols. 1966 (143); JUNQUEIRA y
Cols. 1970 (145); KENEMANS 'y cols. 1981 (149);
KULLA-MIKKONEM 1986 a (155) - 1986 b (156) - 1987 (157);
KULLA- MIKKONEM y SORVARI 1985 (158) - 1986 (159); LINSS
1969 (171); LOWE y McLEOD 1975 (178); LUSE y KREJSA 1969
(180); MERRILEES 1974 (209); NAIR y SCHROEDER 1981 (216);
OLSON y FROMM 1973 (222); REICHART y Cols. 1984 (238);
SCHILWA 1975 (254); SPERRY y WASSERSUG 1976 (270)

WASSERSUG y JOHNSON 1976 ( 294); WELLINGS y Cols. 1967

(297); WHITEAR 1970 (300) 1990 (301) ¥ YAMADA 196> (304).
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Por otra parte se han postulado diferentes clasificaciones de las
células superficiales de la mucosa oral atendiendo a dichos criterios y al

estado de diferenciaciéon de la linea queratinocitica

(KULLA-MIKKONEM (157), NAIR y SCHROEDER (216) , SPERRY
y WASSERSUG (270) y TAKAGY y Cols.(281)). A nuestro juicio la
clasificacién propuesta por TAKAGY y KULLA-MIKKONEM que
establece cinco patrones superficiales atendiendo a cinco tipos diferentes
de marcadores morfolégicos constituye la base de cualquier investigacién

en este campo.

E.. ' . cién con lo anteriormente expuesto es importante resefiar
que con los datos aportados microscopfa electrénica de barrido por
los distintos autores, se han realizado , generalizaciones aplicables 2 toda
la mucosa oral. A nuestro juicio dichas generalizaciones deben revisarse
para cada region topogréfica concreta pues la mayor parte de los datos

proceden de la mucosa alveolar y de la superficie lingual

(KULLA-MIKKONEM 1986 a (155) - 1986 b (156) - 1987 (157),

KULLA-MIKKONEM y SORVARI 1985 (158) - 1986 (159),
REICHART y Cols. 1984 (238) y TAKAGI y Cols. 1976 (281)). En

relacion con las distintas regiones topogréficas del periodonto no existen

11




trabajos especificos que postulen para las mismas patrones superficiales

caracteristicos, existiendo tan solo propuestas derivadas de la aplicacién

de criterios generales SCHROEDER 1986 (255) - 1987 (256).

La microscopia electronica de barrido, ademds de establecer
patrones superficiales microscépicos, ha permitido cumplir, en general,

dos grandes objetivos en la investigacion oral.

Se trata del andlisis de grandes extensiones de superficie,
fenémeno este imposible lograr con microscopfa Gptica 0 microscopfa
electrénica de transmision. Dicho andlisis permite evaluar la extensién
tridimensional de los patrones ortotipicos y sobre todo de los procesos
patolégicos ARVIDSON 'y cols. (13), JUNGELL y cols. (144),
KAQUELER y cols. (146), KULLA-MIKKONEM (157) y
ROBERSTON  cols. (241). La microscopia electrénica de barrido
permite  asimismio evaluar topogrificamente la relacion con los
microorganismos de dichas regiones. Ello puede constituir un capitulo de
especial importancia en el estudio de la génesis de las distintas lesiones
bucales ( APPLETON Yy HEANEY 1977 (12); AUFDEMORTE Yy
CAMERON 1981 (14); BRADY y Cols. 1975 (45); CLOSSET y Cols.

1985 (70); DOUROV y COREMANS 1980 (81); DOVROV y Cols.

12




1981 (82): GARANDINA y Cols. 1984 (100); HOWLETT 1976 (126);
KARRIG y LOE 1970 (147); KULLA-MIKKONEM 1986a (155) - 1986b
(156); KULLA-MIKKONEM y SORVARI 1985 (158) 1986 (159);
MALCOM y HUGHES 1980 (184); MERREL y Cols. 1984 (208);

SAGLIE y Cols. 1982 (248)).

El sistema de renovacién de las poblaciones epiteliales ha
constituido un capitulo fundamental de investigacién en los dltimos afios.
A este respecto, se han postulado distintes mecanismos de renovacion y
distintos modelos que permiten, en el momento presente, comprobar con
mas claridad '-s problemas de descamacion y sustitucién celular.
(ALLEN y POTTEN 1974 (4); CHRISTOPHERS y Cols. 1974
(64);HUME 1983 (128); LAVKER y SUN 1983 (165); MACKENZIE
1975 (182); MENTON 1976 (207); MORRIS y HOPEWELL 1990

(213); POTTEN 1974 (233) y POTTEN y HENDRY 1973 (234).

Resulta evidente, que la incidencia de los mecanismos de

renovacion epitelial en las distintas re_ ~nes de la mucosa oral, y en el

periodonto de proteccién pueden configurar patrones superficiales

diferentes evidenciables con microscopia electrénica de barrido.

13




Tras las consideraciones arriba indicadas resulta evidente que el
epitelio periodontal de proteccion constituye un objetivo esencial para la

investigacion en este campo. Ello es debido bdsicamente a que, ofrece

diferencias topogrdficas muy concretas - epitelio de la encfa libre,

epitelio de la encia adherida, epitelio del surco y epitelio de unién, -, que
no han sido, en general, objeto de investigacion espéciﬁca de los
patrones superficiales con microscopfa electrénica de barrido. En
segundo lugar el epitelio periodontal de proteccién constituye como su
denominacién indica un mecanismo de proteccién de las estructuras
subyacentes  ofreciendo por ello una especial relacién con los
microorganismos y por tanto con la génesis de la enfermedad
periodontal. En tercer lugar el epitelio periodontal de proteccién
constit. ye una poblacion epitelial de la que en gran medida
desconocemos los.mecanismos de renovacién y por tanto las bases

biologicas que pueden justificar 0 no determinados procesos terapénticos.

La microscopia electronica de barrido, que permite como hemos
indicado previamente estudiar amplias superficies, puede constituir por

tanto un método sumamente adecuado para establecer los patrones

ortotipicos superficiales de dicha regién y evaluar en relacién con los

14




mismos las interrelaciones con los agentes microbianos y los sistemas de

renovacion epitelial.

El objetivo por tanto de la presente tesis doctoral es sistematizar
los patrones superficiales de cada una de las 4reas del epitelio periodontal
de proteccién en material humano y hacerlo ademéds en las dos regiones
anterior y posterior de la cavidad bucal que como es sabido ofrecen en
ocasiones una patoiogfa' topogréfica especifica ( BASCONES 1989 (19);
LINDHE 1986 (169); LUCAS 1988 (179); MANSON 1989 (187) y

PINDBORG 1986 (230)).

Para ello, en la presente tesis doctoral, describiremos en primer

lugar el material y los métodos utilizados. Con posterioridad,
describiremos los resultados, sistematizando los patroneS microscépicos,
y asi mismo expondremos los resultados del andlisis cuantitativo
realizado. Finalmente tras la discusién de los resultados microscopicos
y cuantitativos a la luz de la escasa bibliograffa que existe en relacion

con el objetivo que nos ocupa, elaboraremos las conclusiones.




I.- MATERIAL Y METODOS.




I1.I. MATERIAL.




Para el estudio microscépico del periodonto de proteccién en sus
distintas regiones topograficas asf como para llevar a cabo el estudio
cuantitativo de los elementos celulares que integran su superficie hemos
utilizado material humano procedente de 32 sujetos de edades
comprendidas entre los 22 y 64 afios. La extraccion de los especimenes
periodontales se realizd en dichos sujetos con cardcter voluntario en el
Servicio de Estomatologia del Hospital Clinico Universitario San Cecilio
de Granada, y en el Servicio de Periodoncia de la Facultad de

Odontologfa de la Universidad de Granada.

Los especimenes corresponden a regioues clfnicamente ortotipicas,
anteriores o posteriores, del periodonto de proteccion. La regién anterior

estd constituida por el periodonto perteneciente a los incisivos y caninos

alcanzando hasta la papila interdentaria entre canino y primer premolar.

18




La region posterior estd constituida por el periodonto perteneciente a los
premolares y molares (LINDHE (169), RAMEJORD y Cols. (236) y

RATEITSCHAK vy Cols 1991 (237)).

Los especimenes pertenecientes a las distintas regiones
comprenden los distintos tipos de epitelio periodontal de proteccién:

epitelio de la encfa libre, epitelio de la encia acdherida, epitelio del surco

y epitelio de unién.

En la tabla I se especifican las caracteristicas de los sujetos que

componen nuestra casuistica.

ologfa bucodental

Los sujetos estudiados no padecian ninguna pat

significativa en relacién con el periodonto de proteccion.

En la tabla II se especifican los sujetos sometidos a estudios

morfométrico-cuantitativo de acuerdo con los criterios que se establecen

en el apartado metodolégico consiguiente.

19




TABLA |1

SIGLAS ! SEXO EDAD REGIOTV==T
o 4 30 ANTERIOR
F.CR. H 35 ANTERIOR
b 29 - POSTERIOR
i H 4 ANTERIOR
oeabid M 24 POSTERIOR
sl i 61 POSTE. .JR
S.R.C. H 62 ANTERIOR
8 P.F.G. M 28 POSTERIOR |
9 A.G.E. H 42 ANTERIOR |
10 JJJ. H 22 POSTERIOR n
11 A.V.B. H 26 ANTERIOR
12 C.1.0. M 27 POSTERIOR
rf_ 13 A.PM. H 63 ANTERIOR
14 J.S.T. H 41 POSTERIOR
,l' 15 N.M.R. M 44 POSTERIOR
i6 A.PM. M 70 POSTERIOR n
17 M.P.L. M 58 ANTERIOR
18 A.G.S. H 28 POSTERIOR
19 J1.1.S. H 23 POSTERIOR
20 M.G.M. M 36 ANTERIOR
21 CZR. M 24 POSTERIOR |
22 M.C.R. H 27 POSTERIOR
23 C.B.M. M 34 POSTERIOR
24 J.B.R. H 22 POSTERIOR
25 C.G.V. M 23 ANTERIOR
26 E.F.0. H 45 ANTERIOR
27 AM.P. M 34 POSTERIOR
28 J.C.M. H 29 ANTERiOR
29 E.P.G. M 25 ANTERIOR
30 S.R.M. H 52 POSTERIOR
31 M.G.G. H 26 ANTERIOR
SL.O. H 38 ANTERIOR




TABLA 11

POSTERIOR

POSTERIOR

ANTERIOR

POSTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

POSTERIOR

ANTERIOR

IR IR EI IR I

ANTERIOR




[.II.-METODOS




1.- METODO QUIRURGICO.

Para la obiencién de las muestras del periodonto de prote-cciﬁnr,'

objeto del presente estudio, hemos desarrollado la siguiente pauta:

1.1.- Anestesia del sujeto.

Situamos a los sujetos sentados ern un sillén para tratamientos
odontoestomatoldgicos. Realizamos anestesia local periapical para la
extraccién de las muestras correspondientes a las regiones anterior y
posterior del maxilar superior y anterior mandibular; y troncular

mandibuiar de los nervios dentario inferior, lingual y bucal largo para la
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obtencién de las muestras de la zona posterior mandibular DONADO
(80) y SALAGARAY y SALAGARAY (249) . Los anestésicos locales
utilizados son Artricaina (Ultracain) con 0.5 mgr.% de epinefrina en
ampollas cilindricas para anestesia dental de 1.8 ml.; o clorohidrato de
Mepivacaina (Scandinibsa) al 3 % - 30 mgr. por ml.-, en ampollas
cilindricas de 1.8 ml. para anestesia dental. La dosis anestésica
empleada, oscila entre 0.6 y 1.2 ml. de uno u otro anestésico. Para la
infiltracién anestésica de la regién anterior hemos usado agujas cortas de

25 mm. y en la regién posterior agujas largas de 35 mm.

1.2.- Obtencién del material.

Una vez realizada la anestesia local del sujeto, procedemos a
tomar la muestra de periodonto de prnteccién de la zona. Para ello
hacemos una biopsia por escision de una papila o del vestibulo de la

mucosa gingival (CABRINI (32) y FEE.(85)). La técnica utilizada es la

siguiente: realizamos una incisién horizontal a unos 3 mm. del borde

libre de la encia; separamos la muestra del resto de la mucosa oral con

unas t;jeras de corte curvo y tomamos la muestra con unas pinzas sin

dienter aplicando una presion suave.
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2.- METODO DE ESTUDIO PARA MICROSCOPIA

ELECTRONICA DE BARRIDO.

2.1.- Lavado y limpicza del material.

La pieza obtenida en la biopsia, se introduce en una solucién.
tamponada (buffer fosfato), y se procede al lavado de 1a misma con una
jeringa estéril de 5 cc., realizando 4 lavados, con lo que conseguimos la

eliminacién de la casi totalidad de los restos hematicos.

Una vez terminado este primer proceso de lavado, introducimos
la muestra en una solucion de colagenasa (Merck) al 0.3 % durante
treinta minutos, con lo que obtenemos un especimen libre de restos

alimenticios, salivares, proteicos y wemdticos, que facilitaré la posterior

observacion de las muestras.




2.2.- Fijacidn,

El material de estudio fue fijado utilizando la técnica de
inmersion. La solucién fijadora utilizada fue glutaraldehido al 2,5 % en

tampén fosfato (buffer fosfato), con un pH 7,4 y a una temperatura de

48°C. Las muestras permanecieron en solucién fijadora durante 6 horas.

El fijador se prepara partiendo de las siguierites soluciones:

Solucidn A:

0,1 M - 13,609gr

Fosfato potdsico monobdsico

Agua bidestilada

Solucién B:




a preparacion de la solucidn amortiguadora se realiza de la

siguiente manera:

Mezclar:
Solucién A

Solucién B

Para obtener la solucién fijadora, debemos realizar la siguiente.

mezcla:

Glutaraldehido comercial (25%)

Solucién amortiguadora

2.3.- Lavado.

Tias las 6 horas de fijacion inicial en glutaraldehido al 2,5 %,
realizamos tres lavados en tampén fosfato (buffer fosfato), de idénticas
caracterfsticas al arrita descrito, durante 10 minutos cada uno, para

eliminar el fijador (Glutaraldehido al 2,5 %) utilizado yreviamente.
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2.4.- Postfijacion.

Tras ello, hemos empleado como postfijador tetréxido de Osmio

al 2 % en tampon fosfato, preparado de la forma siguiente: ‘

Tetréxido de Osmio

Buffer fosfato

La solucién debe ser preparada 24 horas antes de su empleo para
que exista una completa disolucion del tetréxido de Osmio. Los
especimenes permanecicron durante 30 minutos en la solucién,
procediendo después a su lavado en tampén fosfato (buffer fosfato)

mediante 3 pases de 10 minutos cada uno, para eliminar los restos del

fijador.




2.5.- Deshidratacién

Las muestras se deshidrataron usando soluciones crecientes de

acetona con las pauta siguiente:

Acetona 30 % 30 minutos
Acetona 50 % 30 minutos
Acetona 70 % 30 minutos
Acetona 90 % 30 minutos
Acetona 95 % 30 minutos
Acetona 100 % 30 minutos
Acetona Anhidra 30 minutos

Acetato de Amilo 30 minutos

2.6.- Punto Critico.

Esta técnica pretende conseguir 1a desecacién absoluta de los

especimenes, conservando la organizacion morfoarquitectural de los

mismos. Las variaciones introducidas al respecto han sido numerosas

BOYDE (38) (40) 41) y BOYDE y TAMARIN (42).




Nuestro material ha sido procesado utilizando el metodo de
ANDERSON (7) revisado por BOYDE (41) que evita casi por completo
los efectos de la tensién superficial. Con esta técnica se sustituye el
liquido presente en las células por diéxido de carbono liquido, ¢l proceso

’_ se realiza del siguiente modo:

Las piezas son introducidas en unas rejillas metélicas y
depositadas en la cdmara de Punto Critico. Posteriormente se hace pasar
a la cdmara de alto vacio, diéxido de carbono liquido, que se mﬁntiene
er. ella durante uno a dos minutos. Esta maniobra se realiza varias veces
hasta que el olor a acetato de amilo es inapreciable por la vélvula de
expulsion. En una segunda fase se introduce de nuevo di6xido de
#°C, con lo cual el diéxido

¥ carbono liquido y se eleva la temperatura a 35

de carbono liquido se transforma en gas sin pasar por una fase limite.

el gas muy

Simultdneamente la presion se eleva hasta 80 bar, se libera

lentamente y se retira la muestra.

Este proceso se realizo en un aparato de punto critico POLARON

E 31C0.



2.7.- Montaje.

Tras la conclusién del proceso de Punto Critico, procedemos al
montaje de las muestras, realizado bajo !upa amplificante marca WEISS
que permite visualizar con mayor resolucién la morfologia de los

distintos especfmenes, permitiendo la correcta orientacién de los mismos.

Las preparaciones son colocadas sobre portan.uestras de aluminio
para microscopia electrénica de barrido de 1/8 de pulgada de eje y 1/2
pulgada de didmetro, usando como adherente y conductor plata coloidal,

teniendo la precaucién de dejar secar la sustancia adherente para que la

plata coloidal no invada la superficie del especimen a examinar.




2.8.- Recubrimiento.

Una vez montadas las muestras procedemos al recubrimiento de
las mismas; este proceso tiene por objeto asegurar la conductividad
eléctrica desde la superficie de la muestra hasta el soporte y obtener asf
una superficie que pueda emitir un gran nimero de electrones

secundarios mediante el bombardeo de un haz de electrones primarios.

Desde las experiencias de JAQUES, COALSON vy ZERVINS
(133), en las que .ealizaban los revestimientos metélicos mediante la
inmersicn simple de las piezas en una solucién alcohélica saturada de oro
y secada al aire, este punto ha sido muy discutido. Aunque en la

actualidad el método mds utilizado es el de evaporacién en vacio, no

obstante, siguen siendo varias las pautas que los distintos autores marvan

al respecto, unos estdn a favor del recubrimiento simple con oro, otros

del recubrimiento simple con carb6n y otros estdn a favor del dob'e

recubrimiento con 0ro y carb6n. En términos generales parece ser que

el doble recubrimiento con 0ro y carb6én permite obtener piezas de gran

calidad, no siendo grande la diferencia con las muestras €n las que se

realiza solo el recubrimiento con oro. Por todo ello y al igual que la

| recubrimiento simple con 0ro.

mayoria de los autores hemos utilizado &
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El proceso de recubrimiento se realiz6 en alto vacio,
evapordndose el oro por debajo de los 5x10 Torr. enrarecido con Argén

usando para ello un Sputtering POLARON modelo E-5000.

2.9.- Observacion de las muestras.

Los especimenes son observados con un microscopio electrénico
de barrido, marca Philips, modelo 505, utilizando un voltaje de 20Kv.
Las microfotografias han sido realizadas sobre pelicula Polaroid 52

Instant.

3.-METODO DE ESTUDIO MORFOMETRICO
~CUANTITATIVO CON MICROSCOPIO ELECTRONICO

DE BARRIDO.

El estudio morfométrico se realizé en 40 especimenes procedentes

de 10 sujetos. Se trata de sujetos en los que las técnicas de estudic han

permitido describir microscopicamente en el mismo sujeto los 4 tejidos
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epiteliales del periodonto de proteccidn: el epitelio de la encia libre, el
L)
epitelio de la encia adherida, el epitclio de unién y el epitelio del surco

Para el andlisis morfométrico de los distintos patrones superficiales con
microscopia ¢lectrénica de barrido se han seleccionado 25 células en cada
una de las cuatro regiones. Ello supone un conjunto de 100 células en
cada sujeto, y un total de 1000 células. Es importante seialar que los
especimenes de cinco sujetos corresponden a periodonto de proteccién

anterior y los especimenes de los otros cinco a periodonto de la region

posterior.

Para el estudio cuantitativo de las células de cada epitelio hemos
utilizado, como indicamos en la introduccién de la presente tesis
doctoral, la clasificacion propuesta por TAKAGI y KULLA-
MIKKONEN. Cuando coexisten dos marcadores superficiales en la
misma célula, tipificamos a dicha célula de acuerdo con aquel marcador

que supere las 3/5 partes de su superficie.

El aumento utilizado para realizar el estudio morfométrico fue de

1200 a 4000 registrdndose 108 datos en el modelo impreso que S€

adjunta (Fig. 1). Para el estudio de la distribucion topografica se utilizo

el impreso que se indica en la Fig. 2.
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TC = Tipo Celular

TE = Tipo Epitelial







Los datos obtenidos fueron sometidos al proceso estadistico que

a continuacion describimos.

4.- METODO ESTADISTICO.

El andlisis estadistico tiene por objeto relacionar los factores
regién (en dos niveles anterior y posterior) y epitelio del periodonto de
proteccion (con cuatro niveles epitelio de la encfa libre -E.E.L.-, epitelio
de la encfa adherida -E.E.A.-, epitelio del surco -E.S.- y epitelio de
unién -E.U.-), con los cinco tipos celulares existentes a dicho nivel en

los individuos estudiados.

Para ello se realiza el andlisis de un disefio de cual. Jres, de
los cuales tres son de efectos fijos y el restante de efectos aleatorios. Los

factores de efectos fijos serfan: la region (en sus niveles anterior y

posterior); el epitelio del periodonto de proteccién (con sus cuatro niveles

EEL., EEA.,, ES.y £.U.) y el tipo de patron celular (con cinco




niveles I, 11, II1, IV y V). Por ei contrario el factor de efectos aleatorios

seria el factor individuo que tier.e cinco niveles (es decir cinco individuos

en . que se estudia la region anterior y otros cinco en los que se

estudia la regién posterior ).

Los andlisis, al ser las variables valores enteros y aparecer en
algunos casos valores cero, se realizaran con la rafz cuadrada de los
datos incrementados en una unidad con objeto de hacer homogéneas las

varianzas de las muestras.

Al dar significativas las interacciones hubo que pasar a realizar
las comparaciones por parejas; para ello se utilizé el método de
Newmann-Keuls con la penalizacion de Tukey (MARTIN y LUNA

(191), MARTIN y Cols.(192) y TUKEY (286) ).




I1.-RESULTADOS




Para realizar la descripcion de nuestros resultados de acuerdo con
la metodologia previamente indicada, expondremos en primer lugar las
caracteristicas microscopicas de los distintos tipos celulares que hemos
observado en los diferentes epitelios del periodonto de proteccién;
describiremos, en segundo lugar, los morfoiipos microbianos localizados
a dicho nivel y las caracteristicas microscopicas mds significativas que
presenta la asociacién entre los tipos celulares,\;stfsto es la distribucién
topogréfica de dichas células en el epitelio periigdontal. Por dltimo

describiremos 10s resultados estadisticos relativos a l"&_\ cuantificacién de

dichos elementos en cada uno de los tipos epiteliales del periodonto que

hemos estudiado.




1.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DELOS
PATRONES CELULARES SUPERFICIALES DEL

EPITELIO PERIODONTAL.

Nuestros resultados que tienen por base la clasificacién propuesta
por TAKAGI y KULLA-MIKKONEM permiten comprobar que en los
cuatro tipos de epitelios que forman el periodonto de proteccién (E.E.L.,
E.E.A., E.S. y E.U.) pueden identificarse con microscopia electrénica
de barrido los cinco tipos o patrones celulares propuestos por dichos

autores.

Las caracteristicas microscdpicas que hemos observado son las

siguientes:

1.1.- Patrén celular tipo L.

El queratinocito epitelial tipo I se caracteriza con microscopia

electréniza de barrido por presentar microvilli como marcador de

diferenciacion superficial.




Los microvilli constituyen protusiones cilindricas de longitud y

anchura regular que alcanzan una altura mdxima de 1u. Las células con
patrones tipo I of-ecen en nuestro material una distribucion variable de
los mismos. En algunas células dichos microvilli aparecen dispersos con
4reas extensas de superficie lisa intermicrovellositaria (Fig. 4). Por el
contrario en otros queratinocitos los microvilli son muy abundantes y
ocupan la prictica totalidad de la superficie celular (Fig. 3-18-25-26). El
patrén celular tipo I ofrece en consecuencia un grado variable en la

distribucién de los microvilli.

Las células con patrones tipo microvilli estdn relacionadas en su
periferia con el resto de los tipos celulares si bien no es infrecuente
observar las mismas generalmente cubierias por células de distinto ipo

de patrén superficial (Fig. 13 y Fig.15).

1.2.- Patrén celular tipo I1.

El queratinocito epitelial tipo 11 se caracteriza por presentar

microplicas rectas como marcador de diferenciacion superficial.
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Las microplicas son crestas superficiales originadas por pliegues

de membrana (Fig 6) que ofrecen una anchura de 0,1 u, una altura
promedio de 0,3 x y una longitud variable de curso bésicamente
rectilineo. En nuestro material y en la mayorfa de las células las
microplicas se distribuyen irregularmente paralelas sobre la superficie
celular y ocupan , en general, toda la extensién de la misma (Fig. 5). El
espacio de membrana existente entre las microplicas rectas no suele

alcanzar 1 u de didmetro.

En algunas células se observan patrones mixtos de transicion entre
los tipos /Il y /I (Figs. 6-14). De forma excepcional hemos

observado patrones de transicion [iv.

1.3.- Patrén celular tipo IIL.

El queratinocito epitelial tipo 11l se caracteriza con microscopia

electrénica de barrido por presentar microplicas curvas como marcador

de diferenciacion superficial.




Las microplicas curvas son crestas de idénticas peculiaridades a
las descritas en el patrén tipo 1l si bien morfolégicamente ofrecen un
patrén curvilineo en su configuracién estructural, bdsicamente en los
extremos terminales de las mismas (Fig. 7). Existe una disposicién

paralela sumamente irregular originando, en general, un patrén e¢n huella

sumamente caracteristico (Fig. 8).

En nuestro material hemos observs.do células con patrones mixtos

de transicién II/111 y HII/IV (Fig. 8-14-16-17-22).

1.4.- Patrén tipo IV.

El queratinocito epitelial tipo IV se caracteriza con microscopfa

electrénica de barrido por presentar microplicas ramificadas como

marcador de diferenciacion superficial.

Las microplicas ramificadas son crestas de idéntica naturaleza a

la descrita con anterioridad en el patrén tipo I1. En el caso que nos ocupa
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la cresta no ofrece cardcter rectilineo de ningdn género y muestra una
disposicién circular ramificava y confluyente que configura un patrén

reticular caracteristico (Fig. 9). Diche patrén reticular se distribuye en

general en toda la superficie de la célula, aunque hemos comprobado as{

mismo patrones mixtos tipo III/IV y IW'V. Con cardcter mds excepcional

vemos patrones de transicién 1I/1V.

1.5.- Patrén celular tipo V.

El queratinocito epitelial tipo V se caracteriza con microscopfa
electrénica de barrido por presentar un patrén poroso como marcador de

diferenciacion superficial.

Dichas células presentan en su superficie oquedades claramente
definidas delimitadas por una moderada sobreelevacién marginal, las
oquedades que presentan un didmetro variable no alcanzan en general un
didmetro superior a 1 u. En nuestro material existen en algunas células
amplias zonas de superficie carentes de patrén poroso que pueden
alcanzar un didmetro de 2-3 p (Fig. 10). En otros elementos celulares se

observa que el patrén poroso ocupd toda la superiicie (Fig. 11-12).
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En ias muestras estudiadas, hemos observado asi mismo patrones

mixtos IV/V (Fig. 19) y muy excepcionalmente I/V.

2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LOS

MORFOTIPOS MICROBIANOS DEL EPITELIO

PERIODONTAL.

El estudio con microscopio electrénico de barrido de los distintos

epitelios del periodonto pone de relieve la existencia de una poblacién

microbiana variable que se distribuye sin cardcter preferente en ninguna

de las variedades epiteliales y que esid constituicda por morfotipos de

distinta naturaleza.

En nuestro material los morfotipos microbianos mds frecuentes
son los cocos que se «istribuyen de for.na aislada o en pequefios grupes
(Fig. 9-20-21-22-23-24-25), los bacilos cortos y largos (Fig. 21-22-25-
27\ as? como formas filamentosas (Fig. 27). No hemos observado formas

fusiformes ni espiroquetales.




La distribucion de los ngentes microbianos se localiza,

preferentemente en las células con patrén superficial tipo IV y V en

relacion con los orificios de los patrones reticular y poroso. Dicha
localizacion es independiente del tipo de céiula que configura la

superficie. Las formas tilamentosas suelen distribuirse en mds Jde una

superficie celular.

3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LOS
PA. {ONES SUPERFICIALES DE ASOCIACION CELULAR

DEL L¢ITELIO PERIODOM ™ ".L.

E. tudio de los patrones superficiales de asociacion celular en
el epitelio periodontal permite comprobar en nuestro material la

existencia periédica w. los patrones incompletos dv descamacion.

El primero estd constituido por unidades emparejadas alrededor

de una célula central.




El segundo por ufos de unidades situados alrededor asf mismo de
una c€lula central. Aunque las asociaciones no configuran patrones
completos es posible comprobar en muchas ocasiones, la existencia de
células con patron superficial tipo microvilli, microplica recta y
microplica curva rodeadas por parejas o trios de células con patrén
ramificado o poroso tal y como indica la Fig.( 13). Los modelos mds
frecuentes que pueden localizarse en nuestro material se esquematizan en

la Fig.(28-29).

4. RESULTADOS MORFOMETRICOS-C UANTITATIVOS.

Los resultados obtenidos tras cuantificar los distintos Upos 0
patrones celulares en cada uno de los especimenes analizados siguiendo

a discuti el capi ndiente, se describen en
ia metodologia discutida en el capitulo cori. ondiente

las tablas (I11-XII).




Fig. 3. Epitelio de la encia libre patrén tipo I. x 4780.

Fig.4. Epitelio de la encia adherida patrén tipo I predominante.
x 2300.
b
Fig.5. Epiielio de la encfa adherida Hatrén tipo Il predominante,

con algunos elementos tipo I11. x 2300.

tipo 11 predominante, y

Fig. 6. Epitelio de la encia libre patron

patrén mixto -1 X 2500.
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hio de la encia hibre patrén tipo 11 x 3937,

Epitelio de la encla adherida patrén tipo 11 predominante

y pat:on IV.x 3380,

urco patrén tipo 1V predominante x 2280

Epitelio del s

; 'l ' i dominante
Epitelio de la encia adherida patrén V. predor

x 2200
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n V predominante x2620

620

Epitelio oe union patrones MIxtos de transicion tipos 1 il

2720

v 11/ x .







Epitelio de union célula con paton 1 cubierta por células

con distintos patrones. x 3240,

Fig. 16. Epitehio del surco patrén  mixto de transicion 1I/1V,
x 2000
Fig. 17 Epitelio de unién Patrén mixto de transicior HI/1V.
X ':{\_‘”
, . : f 1620)
Fip 18 ! i‘tiik'lll\ del surco “,'u!!i‘\ll s Iy IV, x 2020

: <1 [V/V
& Ren tron mixto de o transicron
Fie 1Y Epitelio del surco patron 2

x 2840







Fig. 2 Epitelio del surc oti i
g. 20. Epitelio del surco morfotipos microbianos tipo coco

aislados. x 2840.

Epitelio de la encia libre morfotipos microbianos tipos

coco y bacilo. x 2843.

Epitelio de unién patrones mixtos de transicion II/IIy

II/IV . x 2980.

bianos tipo

Epitelio de la encfa libre morfotipos micro

cocos agrupados. x 1420.







Epitelio de Ia encfa adherida morfotipos microbianos tipo

coco. x 1550.

Epitelio de la encia libre patrén tipo 1 y morfotipos

microbianos tipo coco y bacilo. x 2620.

Encfa adherida patrén tipo I rodeado de otros patrones

mas diferenciados. x 3000.

bre morfotipo microbiano de forma

Epitelio de la enct:

filamentosa. x 3000 .













En dichas tablas se especifica el caso, las regiones anteriores 0
posteriores asi como el nimero de células existentes, de un determinado
tipo (T.C.) que se observa en cada uno de los tipos epiteliales (T.E.) que

componen el periodonto de proteccion.

5. RESULTADOS ESTADISTICOS.

Los datos expresados en el apartado anterior permiten alcanzar los
valores nedios en las regionss anterior y posterior que se expresan en las
tavlas X111 y XIV para los cinco patrones celulares y los cuatro tipos de
epitelio periodontal. Cuya representacion grifica para cada tipo de

epitelio periodontal aparece en las figuras (30) (31) (32) (33).

El andlisis estadistico pone de relieve en las tablas XV y XVila

comparacion tanto en las regiones anteriores como posteriores de los

| expresando para cada

distintos patrones celulares en cada tipo epitelia

tipo de comparacioén la significacion estadistica oportuna.
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COMPARACION ENTRE LOS VALORES MEDIOS DEL N* DE CELULAS DE CADA
PATRON EN EL E.E.L. DE LAS REGIONES ANTERIOR Y POSTERIOR

TIPO CELULAR
REGION ANTERIOR

TIPO CELULAR
REGION POSTERIOR
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Asi mismo el andlisis estadistico pone de relieve en las tablas
XVII y XVIII la comparacion tanto en la region anterior como posterior
de los distintos tipos de epitelio en relacién con los diferentes patrones
celulares de superficie. Igualmente en dichas comparaciones se expresan

las significaciones estadisticas oportunas.

En los resultados expresados en la tabla XIX se realiza una
comparacion estadistica entre las zonas anterior y posterior relacionando

los tipos epiteliales y los patrones celulares.

Por dltimo el andlisis estadistico global de los datos pone de
relieve que la interaccion regiones y tipos epiteliales es significativa con

una t. exp.= 3.58 con (3;24) grados de libertad y una P < de 0.05.

La interacci6n regiones-tipos celulares es significativa con una t.

exp.= 4.09 con (4;32) grados de libertad y una P < 0.01.

En la interaccién tipos epiteliales-tipos celulares aparece una

significacién con una t.exp.= 5.82 con (12;96) grados de libertad y una

P < 0.0001.
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Finalmente la interaccién de tercer orden entre regiones, tipos

epiteliales y tipos celulares también es estadisticamente significativa con

una t. exp= 1.72 con (12;9€} grados de libertad y una P < 0.10.




DISCUSION




La discusion de la presente tesis doctoral debe plantearse a tres
niveles fundamentales. En primer lugar en relacién con la metodologia
utilizada para el desarrollo de la misma. En segundo lugar en relacién
con los hallazgos microscopicos aportados en nuestro estudio con la

microscopia electrénica de barrido y, en tercer y dltimo lugar, en

relacién con los datos cuantitativos que se desprenden del andlisis

estadistico efectuado.

Por lo que se refiere a la metodologia, KULLAA-MIKKCNEN
ha indicado que para los estudios con microscopia electrénica de barrido
de 1a mucosa oral es imprescindible que la extraccion de los especimenes
se realice con suma precision, evitando que la instrumentacién ¥

manipulacién de los especimenes altere las estructuras objeto de estudio.
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Anade, asi mismo, que las observaciones con microscopia
electrénica de barrido decben realizarse tras eliminar los elementos que
]

como el moco, la sangre o el fluido oral, cubren la superficie que

recubre la cavidad bucal.

En relacién con el periodonto estos cuidados deben extremarse al
méximo teniendo en cuenta la naturaleza y funciones de dicha estructura
BASCONES (19), CARRANZA (58), LINDHE (169), MANSON (187),
RAMFIORD y Cols. (236), RATEITSCHAK y Cols. (237) y

SCHROEDER (255).

En nuestro estudio, los especimenes se han obtenido tras la

oportuna esterilizacion del instrumental utilizado y en las condiciones que

describimos en el apartado correspondiente del material y métodos. La
instrumentacién utilizada evita la generacién de artefactos s-uperﬁciales
en las muestras periodontales. La sujecion y el transporte de las mismas
en todo el proceso s€ realiza a nivel del conjuntivo subyacente al epitelio
periodontal objeto tltimo de nuestro estudio. En cualquier caso, lus

estudios descriptivos Y cuantitativos se han realizado en zonas ajenas a

los mérgenes de 1a muestra estudiada.
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La eliminacion del material que cubre la superficie en la

regién oral, es decisiva para el estudio de la superficie epitelial sobre
todo en microscopia electré~ "a dc barrido. Ello es debido a que una
modificacién accidental o accesoria pudiera interpretarse y relacionarse
con una determinada zona topogréfica. Para ello se han postulado
distintos métodos de eliminacién superficial. Aunque
KULLAA-MIKKONEN (157) opone la utilizacién de solucidn salina para
llevar a cabo dicha eliminacién, nuestros resultados ponen de relieve que
el lavado con la solucion buffer del fijador y posterior inmersién en

colagenasa diluida permite alcanzar excelentes logros.

Aunque la accion enzimdtica sobre las células, para su
observacién con microscopia electronica de barrido, no fue recomendable
en los primeros anos de aplicacién de la misma sobre las muestras
bioldgicas, los datos existentes en el momento actual permiten afirmar
que dicha utilizacién, como ocurre €n nuestro caso, hace posible la

obtencién de patrones microscopicos no artefactuales CANIZARES y

Cols. (54), HUDSPETH y JACOBS (127).




El glutaraldehido, que constituye el fijador seleccionado para
nuestro estudio es, en el momento presente, el fijador de eleccién para
cualquier estudio morfoestructural del tubo digestivo (CARR y Cols.
(55); CARR y TORNER (57); ERLANDSEN y Cols. (83); ISOMAKI
(131); KENEDY y Cols. (148); KOMURO (153); KULLA-MIKKONEM
{157); LACROIX y Cols. (162); LOW y MCCLUGAGE (167); MARSH
y SWIFT (189); MARSH y Cols. (190); MOXEY y TRIER (214);
OLSON y Cols. (223); PFEIFFER y Cols. (228); SATOH y Cols. (251);
SPECIAN - ~ SUTRA (269); TKAHASHI-IWANAGA y FUJITA (282)

y WAXLER (295)).

Dicha fijacion tiene como base la estabilizacién de los
componentes proteicos de las estructuras celulares, al poseer, dicho

fijador, grupos aldehidos activos (BANCROFT y STEVENS (16);

MAROVITZ y Cols. (188); PALADE (226); ROBINSON y TERRAS

(242) y SABATINI y Cols. (246)).

La postfijacion con tetréxide de osmio e ada a cabo en nuestra
metodologfa, como expusimos en el capituio correspondiente, €8 préctica

generalizada en los estudios con microscopia electrénica de barrido. La
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importancia de la doble fijacién fue confirmada por primera vez por
SABATINI, BENSCH y BARNETT (246), los cuales han demostrado
que los resultados obtenidos con la fijacion en tetréxido de osmio eran
tan buenos o mejores que los obtenidos sélamente con glutaraldehido, de
tal modo que esta combinacién es la mds usada en los laboratorios de
microscopfa electrénica. Ademds, la doble fijacién hace que el tetréxido
de osmio actie reduciendo la extraccién de lipidos que toda
deshidratacién lleva consigo de forma inevitable (COPE y WILLIAMS

(74) y HIGHISON y LOW (123)).

En relacién con la deshidratacién hemos usado acetona en nuestra
metodolosia con el fin de evitar las precipitaciones densas nivel tisular
que se observan cuando se utiliza basicamente el etanol (BOYDE (38);

BRUNK y Cols (48); CANIZARES y Cols. (53); COHEN (72);

CRESPO y Cols. (76); GLAVERT (104); LIM (168) Y MAROVITZ y

Cols. (188)).

Para la observacién de las muestras con microscopia electrénica

de barrido, no basta con la deshidratacién, sino qué hay que COnseguir,

como es sabido una perfecta desecacion. Para llevar 2 cabo la misma,
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hemos utilizado en nuestra metodologia el punto critico d¢ ANDERSON
(7). Las consideraciones tedricas y précticas de esta técnica han sido
revisadas por distintos autores (BOYDE (38), (40), (41); BOYDE y
WOOD (42); COHEN (72); DEBAULT (78); HAYAT (116);

HUMPHREYS y Cols. (129) y MELLER y Cols (206)).

La desecacién es un proceso que puede resultar sumamente |

destructivo, dado que conlleva el paso del tejido por una ihterm
aire-liquido, y que las fuerzas de tensién superficial en esa interfase son
muy destructoras. Para la mayoria de los tejidos se debe sustituir primero. '
el agua por un liquido de baja tensién superficial, como hemos sefialado

anteriormente en 1a fase de deshidratacion.

El método de ANDERSON (7) es, generalmente, aceptado por la
mayor parte de, los investigadores en el estudio con microscopia
electrénica de barrido del tubo digestivo (BJERKNES Y CHENG (28);
BURKE y HOLLAND (49); CARR y Cols. (55); CARR y TONER (56);
KENEDY y Cols. (148); KOMURO (153); LOW Y MCCLUGAGE

(177); MARSH y SWIFT (189); MOXEY Y TRIER (214); SWIFT Y

MARSH (278) y TONER y CARR (285)).
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En relacién con la metalizacién y aunque se han postulado

distintos métodos, hemos seleccionado, como indicamos en el capftulo

correspondiente, el recubrimiento simple con oro (BOYDE y WOOD

(43), BUSS y Hn LOWEG (50); MALICK y WILSON (185) y

ROBINSON y TERRAS (242)). El recubrimiento simple con oro nos
permite, como hemos tenido ocasién de exponer a propdsito de nuestros
resultados, excelentes observaciones de los patrones de Superﬁcie del

epitelio periodontal.

En relacién con los resultados microscépicos obtenidos en nuestra
tesis doctoral y aunque como hemos indicado en el capftulo
correspondiente, hemos basado nuestras observaciones en los trabajos de
TAKAGI y KULLA-MIKKONEM los hallazgos alcanzados nos permiten
postular cinco patrones estrictamente morfoldgicos que, 2 nuestro juicio,
permiten una f4cil identificacion con microscopfa electrénica de barrido.
Es importante indicar que existen patrones intermedios de los que asi

mismo hemos dejado constancia en el capitulo de resultados.




La propuesta de ocho patrones diferentes realizada por NAIR y
SCHROEDER en Macacus fascicularis o la propuesta de cinco patrones
sefialada por KULLA-MIKKONEM y TAKAGY utilizan generalmente
datos morfolégicos de compleja tipificacion que ataiien fundamentalmente
a cada marcador morfolégico y que en ocasiones asocian a descripciones

cuantitativas que resultan sumamente dificiles de evaluar.-

La propuesta, que basada en la clasificacién - de

KULLA-MIKKONEM, postulamos define junto al patrén tipo I los

microvillis, que todas las clasificaciones separan claramente, cuatro

patrones que se definen no s6lo por la caracterfstica de la microplica sino
por el conjunto de ellas, esto es un patrén para las microplicas dispuesﬁs
en paralelo, un patrén para aquellas que configuran una superficie en
huella, un patrén de tipo reticular para aquellas que confluyen
configurando una red superficial y un patrén por tltimo de tipo poroso
para aquellas que configuran oguedades superficiales. Si como indican
BANOCZY Yy cols. (17); JUNGELL y cols. (144) y MATRAVERS ¥y
TYLDESLEY (194) (195) ]a microscopia electrénica de ban_'ido permite
el diagnéstico diferencial de distintos procesos patolégicos de la cavidad

oral. La fécil tipificacion, exclusivamente morfolégica de nuestra

propuesta, debe facilitar dicho diagndstico.
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Uno de los puntos esenciales de la discusion que nos ocupa radica
en el significado de los marcadores superficiales o microplicas que

tipifican las células queratinociticas.

Los datos hasta ahora existentes permiten relacionar la presencia
de determinados marcadores  superficiales y patrones con la

diferenciacién de la linea queratinocitica.

~ En este sentido sabemos que la presencia de microvilﬁs debe
relacionarse con elementos poco diferenciados existentes en las capas
intermedias 'y profundas del epitelio estratificado que recubre las
superficies periodontales. HODGKINS y cols. (124) han demostrado
estos hechos con microscopfa electrénica de barrido utilizando cintas

adhesivas para descamar progresivamente el epitelio.

Existe por tanto una relacién directa entre 1a presencia de
microplicas complejas y la queratinizacién de las células epiteliales. Tal

y como han sefialado CARRASI y cols (59), COBB Yy Cols. (71),

JUNGELLS y cols. (144), KULLA-MIKKONEN (155) (156) (157 y
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ROBERTSON y cols. (241), tanto en condiciones normales como

patoldgicas, el patrén poroso constituido por oquedades superficiales

corresponde a elementos queratinizados maduros y estrictamente
superficiales mientras que el patron con microvillis corresponde a las
células menos diferenciadas. Los patrones con microplicas en disposicién
recta, en huella y reticular corresponden a células en estadios intermedios

de diferenciacién queratinocitica.

Un dato significativo én nuestros hallazgos consiste en la
observacién, en general incompleta debido a las dificultades de la regién
estudiada, de los modelos descamativos sincrénicos en parejas y trfos
descritos por POTTEN para explicar la biologia celular de las unidades
epidérmicas proliferativas (E.P.U.). Aunque dichas unidades se han
Gemostr~do en la mucosa oral (ALLEN Yy POTTEN (4),
CHRISTOPHERS y Cols. (64), HUME (128), LAVKER y SUN (165),
MACKENZIE (181), MENTON (207), MORRIS ¥ HOPEWELL (213),
POTTEN (233), POTTEN y HENDRY (234)) su exacta localizacién y

caracterfsticas s¢ desconocen pricticamente 2 nivel del epitelio

periodontal.




Nuestros hallazgos en las regiones anteriores y posteriores y en
los cuatro tipos de epitelio estudiados con microscopia electrénica de
barrido parecen reflejar por tanto la existencia del modelo de unidad

epidérmica proliferativa (E.P.U.) en la organizacién epitelial que nos

ocupa.

¢ Qué funciones desempeiian en los tipos epiteliales estudiados los

marcadores morfolégicos de superficie ?

Los distintos autores postulan en general cuatro funciones para los
marcadores morfolégicos superficiales. En primer lugar la participacién

de los mismos en la adhesion celular, dicha propuesta ha sido postulada

y defendida por CLEATON-JONES  (65) 66) (67) (68),

CLEATON-JONES y Cols. (69), HODGKINS y cols. (124),
McMILLAN (201) (202j. En este sentido, es importante destacar que en
efecto dichos marcadores pueden constituir estructuras sumamente utiles.
Resulta evidente que a medida que la célula queratinocitica asciende en
el epitelio estratificado va perdiendo los mecanismos de asociacién

intercelular que facilitan la cohesién en las capas més profundas del

mismo; nos referimos 2 las estructuras desmosomicas que caracterizan
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el estrato espinoso (BHASKAR (27); BLOMM Yy FAWCETT (29);

COUJARD y Cols (75); HAM y CORMACK (110); POIRIER y Cols.

(231); SNELL (266); TEN CATE (283) y WEISS (296)).

Los patrones tipo II, IIl y IV representan a nuestro juicio por
tanto diferentes sistemas de asociaciones cuyas bases de naturaleza

mecénica topolégicas y fisico-quimicas se nos escapan por el momento.

Una segunda actividad funcional postulada para los marcadores
que nos ocupan es la participacién de los mismos en el flujo laminar de
las secreciones a lo largo de la superficie epitelial. Dicha actividad
funcional propugnada por BLUMKE Y MORGENROTH (30),
SCHAFFIK y Cols. (262), SPERRY y WASSERSUG (270) para
- superficies epiteliales que presentan células secretoras o gldndulas
adyacentes s¢ desarrollarfa por medio de 1a canalizacién que suponen las
microplicas en la superficie celular. Aunque dicha actividad parece
demostrada (ras ingeniosas experiencias por SPERRY resulta dificil
justificar la misma de forma absoluta en el epitelio periodontal que nos

ocupa. Si tenemos en cuenta que dichos tipos epiteliales no poseen

células secretoras en Su seno ni existen gldndulas adyacentes
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significativas en el conjuntivo subyacente. La presencia significativa en
las superficies de los epitelios estudiados como veremos con
posterioridad de células de tipo I11 y IV permite apuntar la posibilidad sin
embargo de que estos patrones faciliten la difusion de las secreciones de
la cavidad oral a través de toda la superficie periodontal en las distintas

actividades mecénicas que tienen lugar en dicha cavidad.

Ello permitirfa un flujo de secreciones que sin duda renovaria
periddicamente el material existente en las superficies de los epitelios

periodontales.

La funcién protectora de las microplicas superficiales constituye
la tercera actividad funcional propuesta para estas estructuras. Las
microplicas superficiales cubiertas de material mucégeno estdn presentes
en numerosos epitelios de nuestro organismo tales como la mucosa
cervical o la mucosa esofégica RUBIO y KRANZ (243); SPERRY y
WASSERSUG (270). En estos epitelios 1as microplicas permiten
acumular componente mucégeno entre ellas reduciendo la superficie de

contacto Y minimizando la resistencia a la friccion ANDREWS (8) (9

(10); SPERRY Yy WASSERSUG (270); OLSON y FROM (222). Estos
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epitelios portadores de microplicas se localizan en general en regiones
sometidas a presiones abrasivas y »' rozamiento de cuerpos extrafios
Resulta evidente que los epitelios periodontales cumplen estas

condiciones y que la significativa presencia de patrones I Iy Iv

facilita la localizacién de componente mucdgeno entre las microplicas,

protegiendo al periodonto de los rozamientos y fricciones propios de la

cavidad bucal.

Cuando los mecanismos de friccion son muy elevados los epitelios
se queratinizan apareciendo células con un patr6n superficial constituido
por oquedades bien delimitadas o lo que es lo mismo por un patrén tipo
V. La importancia de las microplicas como sistema de reserva para
ensanchar la superficie celular fue también inicialmente postulada como
actividad funcional de estas estructuras KULLA-MIKKONEN (1‘57),
WASSERSUG y JOHNSON (294), aunque en el momento presente y tras

los trabajos de SPERRY dicha idea no parece tener a este nivel un

fundamento razonable.

Una de las actividades funcionales mas significativas Yy

generalmente aceptadas de 10s epitelios de revestimiento es 1a de

constituir una barrera efectiva en relacion con la penetracién de
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gérmenes. En este sentido, resulta evidente que los epitelios que revisten
el periodonto cumplen a este propdsito un papel muy evidente. A ello
contriouyen dos mecanismos fundamentales: el permanente sistema de
renovacion epitelial al que previamente nos hemos referido y mediante
el cual se descaman las células superficiales con los microorganismos
adheridos y los fluidos de distinta naturaleza, fundamentalmente
mucégenos que se disponen sobre la superficie periodontal. Los
microorganismos incluidos en estos compuestos son desplazados en el
flujo de secreciones que, COMo asi mismo indicamos ﬁmviamente, se

desarrolla en la superficie de los epitelios periodontales.

La aportacién de la microscopfa electrénica de barrido al estudio
de 1a adhesion bacteriana en periodoncia ha sido muy significativa desde

los trabajos de SAGLIE (247) y SAGLIE y Cols. (248) en la enfermedad

periodontal.

En nuestros resultados comprobamos sin embargo, que juntoa los
mecanismos arriba citados, la presencia de distintos patrones superficiales

condicionan en mayor 0 menor medida la adhesion de los

microorganismos, recuérdese a e.te respecto que en nuestro material 1a
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utilizacién de colagenasa elimind previamente el material superficial
adherido ai periodonto. A pesar de ello, observamos la presencia de
morfotipos, tipo coco y filamentoso, adheridos a células con patrén

reticular y poroso que ofrecen una mayor capacidad para la ubicacién y

fijacién de las poblaciones bacterianas.

La evaluacién de los tipos celulares existentes en los distintos
tipos epiteliales puede constituir un indicador de presencia bacteriana a

dicho nivel.

En nuesira tesis doctoral hemos llevado a cabo un estudio
descriptivo de los patrones celulares existentes en los distintos tipos
epiteliales que configuran el periodonto de proteccién. Dicho estudio,

cuyos rasultados hemos discutido en el apartado precedente, ha sido

cuantificado y sometido a un andlisis estadistico de acuerdo con la

metodologia expuesta ¢n el capitulo correspondiente. Los estudios
norfométricos realizados en el epitelio periodontal han tenido como
objetivo bdsicamente la densidad de las microplicas KLEIN-SZANTO y
SCHROEDER (151) y NAIR Y SCRROEDER (216), pero en la revisién
bibliografica realizada no hemos detectado estudios sobre la distribucién

de células con patrones diferentes en et seno de un mismo ¢, itelio. Dicho
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objetivo resulta, sin embargo a nuestro juicio, sumamente (til para
evaluar, como indicamos en la introduccidn de la presente tesis doctoral
la topografia microscdpica de los distintos epitelios periodontales, su
grado de maduracion v renovacion epitelial asi como su relacién con los

microorganismos de la cavidad bucal.

Nuestros resultados ponen de relieve la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en la region anterior estudiada entre las
células con patrén reticular o tipo IV y el resto de los tipos celulares

existentes en los epitelios de la encia libre y de la encfa adherida. Asi

mismo, dicho patrén celular presenta diferencias significativas en el

epitelio del surco con todos los tipes celulares excepto con los dcl tipo

[11. Dichas diferencias implican una mayor frecuencia de elementos con

patrones tipo IV.

En la region posterior, los datos estadisticos no revelan

diferencias significativas entre los cuatro primeros tipos celulares en los

epitelios arriba indicados. Sin embargo, existen diferencias g:gnificativas

basicamente entre las células tipos Iy IV Y las células del tipo V.

lican una mayor frecuencia de los patrones tipo I11

Dichas diferencias imp

y IV.




Estos resultados impiican, a nuestro juicio, que en general los
epitelios citados no estdn tapizados superficialmente de forma mayoritaria
por las células mds diferenciadas y queratinizadas esto es por las células
del patrén poroso. Por el coantrario, las células que tapizan
mayoritariamente dichas poblaciones epiteliales son las células detipo IV
o patrén reticular en la region anterior y las células fundamentalmente
tipo 111 en la region posterior. Sin embargo, con las células mds

indiferenciadas en la regién anterior es posible comprobar diferencias

significativas entre los tipos I, 11, I y las células del patrén reticular

tipo IV, hecho €ste que no es posible evidenciar en la regi6én posterior.
Ello parece implicar a nuestro juicio, dado que los valores promedios de
dichos tipos celulares no varian Signiﬁcativamente entre ambas regiones,
que existe una diferenciacion gueratinocitica més acelerada en la regién

anterior respecto a la posterior.

En relacién con el epitelio de union, nuestros resultados ponen de
relieve en la region posterior la existencia de diferencias significativas
entre €l tipo celular mds indiferenciado - células tipo I - y el resto de los

patrones observados. En la regién anterior no existen, sin embargo,

diferencias significativas de ningun genero. Esto implica una profunda
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diferencia en la configuracién epitelial del epitelio de unién en ambas

regiones estudiadas.

Los trabajos de.LILJENBERJ y LINDHE (167); LISGARTEN
(172) y SUOMI y BARBANO (277) localizan el comienzo de la
enfermedad periodontal en la region posterior. La especial configuracién
histolégica que acabamos de evidenciar puede explicar de acuerdo con
las ideas cldsicas de (CARRANZA (58); LINDHE (169); MANSON
(187) ; RAMFJ(")RD_y Cols (236) y RATEITSCHAK y Cols. (237) el

origen de dicho proceso.

Los resultados hasta ahora discutidos revelan, por tanto,

diferencias significativas entre los tipos de epitelios que configuran el

periodonto de proteccién tanto en region anterior como en posterior. En

este sentido y en la regién anteriof, existen diferencias significativas
entre ¢l epitelio de unién y los epitelios de la encfa libre y adherida.
Dichas diferencias son a expensas de los tipos celulares MmylIV. lLa
cuantia de células tipo II estd incrementada_en el epiteli-o de unién
respecto del mismo tipo en Otros epitelios. Las células tipo IV estdn

incrementadas en ¢l epitelio de 1a encia libre y adherida respecto del

mismo tipo en el epitelio de union.
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Por otra parte, en la region posterior existen diferencias

significativas entre el epitelio de unién y los otros tres tipos de epitelios

periodontales. En el epitelio de unidn el nimero de células tipo I estd
incrementado respecto del valor que presenta en los epitelios de la encia
libre, encfa adherida y epitelio del surco. En éstos ultimos epitelios, el
niimero de células tipo 111 y IV estd bdsicamente incrementado respecto

a las cifras que presenta de dichos tipos el epitelio de unidn.

Las caracteristicas que acabamos de comentar pueden constituir,
al menos en parte, indicadores morfoldgicos de microscopia electrénica
de barrido que hagan posible tipificar la topografia superficial de las
distintas 4reas del periodonto de proteccién. Es importante recordar que,
como indicamos en la introduccion de la presente tesis doctoral el andlisis
de grandes extensiones de superficie constituye uno de los objetivos de
la microscopfa electrénica de barrido y que, dicho andlisis, permite
evaluar la extensio: nensional de lcs patrones ortotfpicos ¥ sobre
todo de los procesos patoldgicos ARDVIDSON y Cols (13); JUNGELLS

y Cols. (144); KAQUELER y Cols. (146); KULLA-MIKKONEM (157)

y ROBERSTON y Cols. (241).




El andlisis estadistico global de los resultados obtenidos en nuestra
tesis doctoral ha permitido por dltimo alcanzar algunas conclusiones
genéricas que afectan a toda la estructura periodontal. Dicho andlisis
revela en éste sentido que las diferencias significativas existentes entre
ambas regiones tienen su raiz en los tipos epiteliales y los patrones

celulares que configuran estos iipos.

El andlisis metodolégico, microscépico y cuantitativo que hemos
realizado revela una marcada heterogeneidad con microscopia electrénica

de barrido tanto en las regiones antericr y posterior de la cavidad bucal,

como en los epitelios que constituyen el periodonto de proteccién, muy

lejana a la homogeneidad descriptiva propuesta en las descripciones
generales realizadas con esta metodologia. Dichas varicciones, deben
relacionarse en el futuro, a nuestro juicio, con los mecanismos
patogénicos queé conducen a la enfermedad periodontal y a la patologia

general del periodonto.




CONCLUSIONES




l.- La Metodologfa que desarrollamos para el estudio con
Microscopia Electronica de Barrido del epitelio periodontal de
proteccion, permite tipificar estructural y topogréficamente las células
apicales del mismo y los morfotipos bacterianos asociados, generando

escasos resultados artefactuales.

7.- El estudio con Microscopia Electrénica de Barrido permite
tipificar en las dos regiones estudiadas anterior y posterior y en las
cuatro variedades epiteliales del periodonto (E.E.L., EEA., ES. ¥

E.U.) cinco patrones microscopicos (Patrén microvellositano, recto, en

huella, reticular y poroso), que se caracterizan tanto por la presencia de

marcadores morfoldgicos especificos como por la configuracién espacial

que dichos patrones ofrecen en el conjunto de las superficie celular.

Dichos patrones representan distintos  estadios biolégicos de Ia

diferenciacion queratinocitica.




3.- El estudio con Microscopia Electrénica de Barrido del epitelio
pericdontal de proteccién permite configurar, en los cuatro tipos
epiteliales estudiados, de acuerdo con los diferentes patrones apicales,
modelos descamativos en parejas o en trios que revelan un modelo de
organizacion del tipo unidad epidérmica proliferativa (E.P.U.) descrito

en la epidermis y en el epitelio de la mucosa oral.

4.- El estudio con Microscopia Electrénica de Barrido del

periodonto de proteccién pone de relieve una firme adhesion, resistente
a la accién enzimdtica, de los agentes microbianos de los tipos €oco,
bacilo y filamentoso, sobre las células apicales con patrones més

diferenciados.

5.- El estudio con Microscopfa Electronica de Barrido del epitelio
periodontal de proteccién pone de relieve que los epitelios de la encfa
libre, el epitelio de la encia adherida y o] epitelio del surco de las
regiones anteriores y posteriores est4n revestidos por células con patron
de diferenciacion intermedio (patrones en huella y reticular) presentando

la region anterior una diferenciacion -queratinocitica m4s acelerada

respecto a la region posterior.




6.- El estudio con Microscopfa Electrénica de Barrido del
periodonio de proteccién pone de relieve que el epitelio de unién de la
regién posterior esta revestido por células con un bajo patrén de
diferenciacion (patrén microvellositario). Dicho epitelio se diferencia
significaivamente del epitelio de unién de la regién anterior en la que el
revestimiento resulta ser de naturaleza mas homogénea. La diferente
configuracién del epitelio de unién de la regi6n anterior y posterior

puede relacionarse con el origen de diferentes procesos de patologia

periodontal-.

7.- El estudio con Microscopfa Electronica de Barrido del
periodonto de proteccién pone de relieve la existencia de una marcada
heterogeneidad en el seno de las distintas regiones y de los tipos
epiteliales que configuran el periodonto, constituyendo indicadores
morfolGgicos Y topograficos que deben relacionarse con los mecanismos

patogénicos que conducen a la enfermedad periodontal.
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